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摘要 : 为 了 深入 了 解 精 氨 酸 激酶 基因 的 作用 和 寻求 害 忠 防治 新 的 分 子 误 标 , 本 研究 采用 RT-PCR 和 RACE 技术 ， 
从 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta 脂肪 体 中 克隆 了 精 氨 酸 激 酶 cDNA 序列 , 命名 为 HassAK ( GenBank 登录 号 : 
HQ336337) , 并 采用 奖 光 定量 PCR 测定 了 HassAK 基因 在 不 同 发 育 阶 段 (4 龄 幼虫 第 1 天 到 化 肾 第 1 天 )、 不 同 组 织 
( 头 部 、 中 肠 、 脂 肪 体 、 体 壁 和 腹 足 ) 和 不 同 温度 条 件 下 的 表达 情况 。 测 序 和 序列 分 析 结 果 表 明 ，HassAK 基因 阅读 
框架 全 长 1 068 bp, 编码 355 个 氨基 酸 残 基 , 预测 和 蛋 日 质 分 子 量 和 等 电 点 分 别 为 40.0 kD 和 5.76。 氟 基 酸 序列 分 
析 表 明 , 该 序列 具有 精 氨 酸 激 酶 典型 的 酶 活性 部 位 、 酶 活性 中 心 位 点 和 能 形成 离子 偶 结 构 的 保守 区 。 序 列 比 对 结 
果 表 明 ，HassAK 与 其 他 昆虫 AK 的 氨基 酸 序列 具 有 70% 以 上 的 一 致 性 。 荧 光 定 量 分 析 结 果 显 示 ，Hass4K 基因 在 
幼虫 头 部 、 中 肠 、 脂 肪 体 、 体 壁 和 腹 足 均 可 表达 , 其 中 以 腹 足 和 中 肠 内 的 表达 水 平 较 高 。 时 序 表 达 分 析 表 明 , T 
肾 期 HassAK 基因 的 表达 量 达到 高 峰 。 此 外 , 高 温和 低温 均 诱 导 HassAK 基因 的 表达 , 说 明 该 基因 可 能 参与 昆虫 抵 
御 外 界 不 良 环境 。 

关键 词 : 烟 夜 蛾 ; 精 氨 酸 激酶 ; 基因 克隆 ; 荧光 定量 PCR; 表达 谱 分 析 

中 图 分 类 号 : Q966 文献 标识 码 : A  ” 文章 编号 . 0454-6296 (2011)07-0754-08 

Cloning and mRNA expression analysis of arginine kinase gene from 


Helicoverpa assulta ( Guenée) ( Lepidoptera. Noctuidae) 
ZHANG Yuan-Chen, AN Shi-Heng, LI Wei-Zheng, GUO Xian-Ru, LUO Mei-Hao, YUAN Guo-Hui ` 
( College of Plant Protection, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China) 





Abstract: In order to better understand the role of arginine kinas ( AK) gene and seek new molecular 
targets for insect pest control, we cloned AK cDNA sequence from fat body of Helicoverpa assulta by RT- 
PCR and RACE methods. The AK cDNA was named HassAK ( GenBank accession no. HQ336337). The 
expression pattern of HassAK at different developmental stages ( from 1st day of 4th instar larva to 1-d-old 
pupa), in different tissues ( head, midgut, fat body, cuticle and abdominal legs) and after treatment 
with different temperatures was further determined by RT-PCR. The results of sequencing and sequence 
analysis showed that the full-length open reading frame of HassAK is 1 068 bp, encoding 355 amino acid 
residues with the predicted molecular weight and isoelectric point of 40. 0 kD and 5. 76, respectively. 
Amino acid sequence analysis showed that the HassAK sequence has the typical characteristics of arginine 
kinase, which contains the active sequence, the active site and a pair of highly conserved amino acids 
that form an ion pair of AK. Sequence comparison results showed that HassAK has more than 70% amino 
acid sequence identity with AKs from other insects . The results of fluorescent quantitative. analysis 
revealed that HassAK was expressed in the head, midgut, fat body, cuticle and abdominal legs of larva. 
Among them, the expression level of HassAK was higher in abdominal legs and the midgut. Temporal 
analysis indicated that the expression level of HassAK reached the peak in the pre-pupation stage. In 
addition, high and low temperatures led to increased expression of HassAK suggesting that HassAK gene 
may be involved in insect resistance to adverse external environments. 
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精 氮 酸 激酶 (arginine kinase，AK) 广 泛 存 在 于 无 
疹 椎 动物 体内 ,起 着 类 似 于 疹 椎 动物 肌 酸 激酶 
(creatine kinase, CK) 的 作用 (Uda et al., 2006), È 
通过 众 化 精 氨 酸 与 ATP 之 间 的 可 道 性 反应 , 将 能 量 
TES T VERE S BUS BERE HET, 或 将 磷酸 精 损 
酸 分 解 产 生 ATP, 是 一 个 与 ATP 再 生 、 肌 肉 收缩 和 
细胞 内 能 量 运转 等 直接 相关 的 重要 激酶 ( Wyss et al., 
1995; Ellington, 2001) 。 早 期 的 组 织 化 学 研究 表明 ， 
TE KHE Locusta migratoria 的 飞行 肌 中 , 精 氨 酸 激酶 和 
磷酸 精 氮 酸 起 暂时 能 量 缓冲 库 的 作用 , 当 蝗 虫 静止 
不 动 时 , 腿 肌 中 磅 酸 精 氮 酸 的 浓度 是 ATP 浓度 的 4 
Bis 而 当 蝗 忠 跳 峻 时 , 精 氨 酸 激 酶 催化 磺 酸 精 氨 酸 形 
成 所 需要 的 ATP; 在 能 量 和 需求 较 大 的 脑 、 肾 、 触角 和 
复眼 中 , 均 存 在 有 较 多 的 精 氨 酸 激 酶 (Wu et al., 
2007 ) 。 在 沙漠 蝗 Schistocerca gregaria 的 后 肠 和 烟草 
KR Manduca sexta 的 中 肠 中 , 也 发 现存 在 高 活性 的 
精 氨 酸 激 酶 ,推测 其 可 能 参与 上 皮 细 胞 内 的 离子 运 
t ( Chamberlin and Phillips, 1983; Chamberlin, 
1987) 。 近 年 来 随 着 分 子 生 物 学 技术 的 发 展 , 精 氨 酸 
激酶 基因 的 克隆 逐渐 受到 关注 ，1998 年 从 南美 沙 演 
BE Schistocerca americana. 克隆 得 到 首 个 昆虫 精 氨 酸 激 
酶 cDNA 序列 以 来 (Wang et al., 1998), 目前 已 经 有 
10 多 种 昆虫 的 精 妥 酸 激酶 基因 cDNA 全 序列 被 克隆 
出 来 , 为 深入 研究 昆虫 能 量 代 谢 的 分 子 调控 机 理 葛 
定 了 基础 。 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta ( Guenée ) 属 世 
界 性 害虫 。 寄 主 植物 约 70 种 ,是 烟草 、 辣 椒 等 作物 
的 重要 害虫 (刘晓光 等 , 2006) 。 目 前 烟 夜 蛾 的 控制 
主要 采用 化 学 防治 的 方法 , 由 于 化 学 农药 引起 的 环 
境 污 染 等 问题 日 益 突 出 ,寻求 环境 友好 的 害虫 控制 
新 途径 成 为 研究 热点 ， 而 从 基因 水 平 上 干扰 酶 系统 
来 控制 害虫 展现 出 良好 的 发 展 前 景 ( 赵 艳 艳 等 ， 
2008) 。 已 有 的 研究 表明 , 精 氨 酸 激 酶 仅 存 在 于 无 峭 
椎 动物 体内 ， 旦 磷酸 精 氨 酸 是 昆虫 肌肉 中 唯一 有 效 
形成 ATP 的 磷 酰 基 供 体 , 这 就 意味 者 昆虫 的 能 量 代 
谢 途 径 与 脊椎 动物 完全 不 同 (Brown et al., 2004; 
Sookrung et al., 2006; Tanaka et al., 2007) , +E RB A 
酸 激酶 作为 害虫 控制 的 一 个 靶 标 , 不 仅 可 以 开辟 害 
虫 分 子 调 控 的 新 领域 ,而 且 对 高 等 动物 也 比较 安全 
(Zhao et al., 2008) 。 为 此 , 本 研究 以 烟 夜 蛾 为 试验 
材料 , 采用 RT-PCR 和 RACE 方法 克隆 精 妥 酸 激酶 基 
, 利用 荧光 定量 PCR 技术 研究 其 在 烟 夜 蛾 体内 不 
同 组织 、 不 同 发 育 时 期 及 不 同 温度 条 件 处 理 后 的 表 
达 情 况 , 期 望 为 深入 人 研究 精 氨 酸 激 酶 的 表达 调控 机 
理 , 寻求 烟 夜 蛾 控制 的 分 子 衣 标 提供 基础 资料 。 


1 材料 和 方法 


1.1 fx E H 

在 河南 农业 大 学 科教 园区 烟 田 采集 烟 夜 蛾 老 熟 
幼虫 , 市 回 室 内 用 烟叶 饲养 至 化 肾 , pR HR p] P Bp 
后 用 人 工 饲 料 饲 养 。 饲养 温度 为 26%C ， 光 周期 为 
16L: 8D， 肾 期 分 肉 雄 分 别 饲 养 , 具体 参照 赵 艳 艳 等 
(2008 ) 方 法 。 
1.2 试剂 和 试剂 盒 

总 RNA 抽 提 试剂 (RNAiso Reagent), 3' Full 
Race 试剂 盒 、 限 制 性 内 切 酶 、rTaqDNA 聚合 酶 、 
pMD18-T 载体、gDNA Eraser, KIGE EIR RIAI 
盒 和 奖 光 定量 PCR 试剂 盒 由 TaKaRa 公司 提供 ; 
DNA 雍 胶 回收 试剂 盒 和 反 转 录 试 剂 盒 由 上 海 莱 机 
生物 技术 有 限 公 司 提供 ; 其 他 试剂 均 为 国产 或 进口 
分 析 纯 。 
1.3 总 RNA 提取 和 cDNA 合成 

取 进 入 5 龄 第 5 天 的 2 头 烟 夜 蛾 幼虫 脂肪 体 ， 
按照 RNAiso Reagent 试剂 说 明 书 提取 脂肪 体 总 
RNA, 根据 TaKaRa 反 转 录 试 剂 盒 的 说 明 获 得 第 一 
链 cDNA, UIEN PCR 模板 。 
1.4 引物 设计 与 合成 

用 DNAsIs 软件 比较 已 报道 昆虫 精 氢 酸 激 酶 基 
因 的 cDNA 序列 , 根据 文献 所 述 保守 区 结合 PCR 引 
物 设计 原则 , 设计 引物 进行 PCR 扩 增 反应 。 根 据 
获得 的 cDNA 序列 设计 引物 ( 表 1), 并 由 上 海 生 工 
生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 ,进行 灾 光 定量 
PCR 反应 。 
1.5 PCR 产物 克隆 、 鉴 定 及 序列 测定 

以 反 转 录 合 成 的 cDNA 为 模板 , 加 入 10 x 2€ 
冲 液 2.5 uL Cr Mg? ) ,根据 不 同 试验 要 求 取 正 向 
和 反问 引物 各 1 pL(10 pmol/L), dNTP(2.5 mmol/ 
L)2 uL, TaqDNA 聚合 酶 0.25 pL(5 U/uL) , 加 水 
至 25 uL, 泥 匀 , 4 000 rpm 离心 , JK A PCR 仪 中 扩 
增 。 反 应 条 件 为 94%C 变性 3 min, 随后 进行 35 个 循 
环 , 循环 条 件 为 94% 1 min, 55C 1 min, 72% 2 
min; 然后 72% 保温 10 min。 扩 增产 物 用 196 38 
糖 凝 胶 电 泳 分离 并 检测 ， 回收 目 的 片段 。 连 接 到 
pMD-18T RIKE, ERE SIE TT ES Escherichia coli 
JM109 rp, 挑 取 日 色 菌 落 ,， 放 人 合 有 Amp 100 pg/ 
pL 的 LB 培养 液 震荡 过 夜 , 培养 后 提取 质粒 , 并 用 
BamH I 和 Hind MIRE E 2H PH PE vE EE o RE 
有 目的 片段 的 质粒 送 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 
限 公 司 进行 测序 。 
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A1 本 试验 设计 合成 的 引物 及 其 用 途 


Table 1 Primers and their use in the experiment 


引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 (5 -3^) 


Primer sequence 


Hii 
Purpose 


HassAK1 ATGGTGGACGCCGCAACAATCG 
HassAK2 TTACAGCGACTTCTCAATTTTG HassAK cDNA ORF 
HassAK3 CTCCCACGATGACAGGCTTGG 
HassAK4 AGCTGGAGGAGATCGCATCCAAG HassAK cDNA 3 end 
HassAKS TGGAGACCCTTGGCAACCTGGAC 
HassAK6 CTGCTGCTGGGTTICCTTGCAC Quantitative real-time PCR for HassAK 
NCP1 CCGCTGAAACTCCTTCGTGC 
NCP2 TGTCGGTCCGAAGACCTCAC Reference gene (188 rRNA) 
1.6 3'RACE 处 理 , 将 进入 5 龄 第 2 天 的 烟 夜 蛾 幼虫 分 别 在 不 同 


根据 获得 的 基因 cDNA JEU, 设计 合成 
HassAK3 引物 ,并 与 3'RACE 试剂 盒 中 的 3'RACE 
Outer Primer 配对 进行 Outer PCR 反应 , 然后 利用 设 
计 合 成 的 HassAK4 引物 和 试剂 盒 中 的 3' RACE 
Inner Primer 引物 , 按照 试剂 盒 使 用 说 明 书 推荐 的 
反应 条 件 进 行 套 式 PCR 扩 增 , 然后 进行 3'RACE p= 
物 的 电泳 分 析 、 基 因 克 隆 和 序列 测定 , 方法 同 1.5. 
1.7 序列 分 析 

核 甘酸 序列 分 析 采 用 ChromasPro 软件 , AER 
序列 分 析 采 用 生物 信息 学 在 线 工 具 (http://www. 
expasy. org/tools/pi. tool. html ) ， 同 源 性 比较 采用 
NCBI 中 的 BLAST 工具 ,序列 多 重 联 配 采 用 
ClustalW 和 Genedoc 软件 ， 进 化 树 构 建 采用 
MAGE4.0 软件 中 的 最 大 简约 法 (MP) 。 
1.8 HEIR AK 基因 在 幼虫 不 同 组 织 的 表达 

分 别 取 进 入 5 龄 第 5 天 的 2 头 幼虫 头 部 、 中 
肠 、 体 壁 、 腹 足 和 脂肪 体 , 提取 总 mRNA, 反 转 录 后 
进行 菊 光 定量 PCR( 以 18S rRNA 基因 为 内 参 ) 。 为 
了 减少 由 于 基因 组 DNA 引起 的 误差 , 在 反 转 录 前 
用 gDNA Eraser 处 理 总 RNA 以 去 除 基 因 组 DNA。 
KIC PCR 扩 增 条 件 为 : 95C 10 s, 95C 15 s, 
58% 15 s, 68C 20 s, d£ 40 个 循环 , 重复 3 次 。 
1.9 AEIR AK 基因 在 不 同 发 育 时 期 的 表达 

分 别 取 进入 4 龄 第 1 天、5 龄 旷 皮 期 、5 龄 第 1 
天 、5 龄 第 2 天 、5 龄 第 3 天 、5 龄 第 4 天 、5 龄 第 5 
天 、 预 肾 期 和 化 晴 第 1 天 的 烟 夜 蛾 脂肪 体 ， 提取 总 
mRNA, 有 反 转 录 后 进行 灾 光 定量 PCR, 方法 同 1.8, 
共 重 复 3 次 。 
1.10 温度 对 烟 夜 蛾 AK 基因 表达 量 的 影响 

高 温 设 28, 30, 32, 35, 38 和 40% 共 6 个 温度 


温度 下 放置 2 h。 将 5 龄 第 2 天 的 烟 夜 蛾 幼虫 在 
4% 低温 条 件 下 分 别 放置 0, 0.5, 1, 1.5 和 2 h, 并 
以 28% 处理 2 h 作为 参照 。 处 理 后 取 烟 夜 蛾 幼虫 脂 
肪 体 提取 总 mRNA, 反 转 录 后 进行 灾 光 定量 PCR, 
方法 同 1.8, 重复 3 次 。 
1.11 数据 统计 处 理 

计算 采用 2 TFA, AC, = Cr 目 的 基因 一 
Schmittgen, 2001) 。 根 据 所 得 数值 作 柱 形 图 , 并 计 
算 标准 误 ( SE)。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ARR AK 基因 的 cDNA 克隆 与 序列 分 析 

以 有 反 转 录 合 成 的 烟 夜 蛾 5 龄 第 5 天 幼虫 的 
cDNA 第 1 链 为 模板 , 利用 HassAK1/HassAK2 引物 
进行 PCR 扩 增 , 电泳 结果 显示 出 大 小 约 1 100 bp 
的 目的 条 带 ( 图 1: A). Ze BLAST br, 此 序列 与 
棉铃 虫 Helicoverpa armigera 等 近 缘 昆虫 精 须 酸 激酶 
基因 的 一 致 性 达 98% , 说 明 获 得 的 序列 为 烟 夜 蛾 精 
氨 酸 激酶 (Helicoverpa assulta arginine kinase ) 基因 ， 
命名 为 HassAK( GenBank 登录 号 : HQ336337 ) 。 根 
据 获 得 的 HassAK 的 cDNA 片段 序列 信息 , 设计 特 
异性 引物 HassAK3/HassAK4 进行 3 末端 PCR 扩 
增 , 电泳 结果 显示 出 大 约 400 bp 的 条 市 (图 1: B), 
经 克隆 和 测序 获得 了 423 bp 的 cDNA 序列 。 将 两 
次 获得 的 DNA 片段 序列 进行 比 对 , 发 现 二 者 重 侍 
185 bp, 表明 二 者 来 源 于 同一 个 基因 。 

测序 结果 表明 (图 2)，Hass4K 基因 cDNA 编码 
区 全 长 1 068 bp, 3 " 端 非 编 码 区 长 238 bp, 编码 区 
推导 编码 355 个 氨基 酸 残 基 , 该 基因 已 在 GenBank 
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图 1 烟 夜 蛾 精 氨 酸 激酶 基因 (Hass4K)PCR 产物 电泳 检测 
Fig. 1 





PCR amplification of HassAK gene from 
Helicoverpa assulta 

A; 引物 Primers HassAK1/HassAK2; B; 引物 Primers HassAK3/ 

HassAK4. 1, 4: DNA 分 子 量 标准 DNA marker DL2000; 2: 编码 区 元 

隆 Cloning of ORF region; 3, 6: 无 模板 对 照 No template control; 5; 3' 

RACE 产物 3'RACE Product. 


中 登录 , 登录 号 为 HQ336337。 利 用 生物 信息 学 在 
Z L H.( http://www. expasy. org/tools/pi, tool. html ) 
对 氨基 酸 序列 进行 分 析 , 表明 烟 夜 蛾 HassAK 4% H 
的 预测 分 子 量 为 40.0 kD, FEAN 5.76, 
2.2 烟 夜 蛾 与 其 他 昆虫 AK 序列 的 比 对 

序列 比 对 结果 表明 ,HassAK 与 其 他 昆虫 AK 的 
氨基酸 序列 均 具 有 70% 以 上 的 一 致 性 (图 3)。 比 
较 S 端 序列 还 可 以 发 现 , 烟 夜 蛾 与 其 他 昆虫 同 源 基 
因 3" 端 序列 存在 变异 , 但 与 近 缘 种 棉铃 虫 、 烟 芽 夜 
KK Heliothis virescens 和 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua 
AK 基因 的 序列 在 5' 并 高 度 保守 。 系 统 发 育 树 分 析 
结果 表明 , 昆虫 的 亲缘 关系 越 近 ，AK 氨基 酸 序 列 的 


ATGGTGGACGCCGCAACAATCGAAAAGTTGGAGGCTGGTTTCAGCAAGCTCCAGGCC 57 


M V D A A T 


I E K L E A G F 


S K L Q A 19 


TCTGACTCCAAGTCACTGCTGAAGAAGTACCTCACCAAGGAGGTGTTCGACGCTCTT 115 


S D S K 


S L L K K Y L 


T K E V F D ñ L 38 


AAGAACAAGAAGACCTCCTTCGGCTCCACCCTCTTGGATTGCATCCAGTCTGGTGTT 171 


K N K K T S F G S 


T L L D C I Q S G V 357 


GAGAACTTGGACTCTGGTGTCGGAATCTACGCCCCTGATGCCGAGGCGTACACAGTG 228 


E H L D S G V G I 


Y A P D ñ E ñ Y T V 76 


TTCGCCGACCTCTTTGACCCCATCATCGAGGACTACCACAATGGTTTCAAGAAAACC 275 


F ñA D L F D P I I 


E D Y H H G F K K T 95 


GACAAGCACCCCGCCAAGAACTGGGGTGATGTGGAGACCCTTGGCAACCTGGACCCT 342 


D K H P A K H W G D V E T 


L G H L D P 114 


GCCGGCGAGTTCGTCGTCTCCACCCGTGTGCGCTGCGGCCGCTCCATGGAGGGCTAC 399 


A G E F V V 


S T R V R 


C G R S M E G X 133 


CCCTTCAACCCCTGTCTGACCGAGGCCCAGTACAAGGAGATGGAAGAGAAGGTCTCC 456 


P F H P C L 


T E A 0 Y K E M E E K V S 152 


AGCACCCTCTCCGGACTTGAGGGCGAACTCAAGGGTACCTTCTACCCCTTGACTGGC 513 


S T L S 


G L E G E L K G T 


F Y P L T G 171 


ATGTCCAAÀGGAARACCCAGCAGCAGCTCATCGATGACCACTTCCTGTTCAAGGAGGGT 570 


M S K E T 0 QO O L 


I D D H F L F K E G 190 


GACCGCTTCTTGCAGGCTGCCAACGCTTGCCGCTTCTGGCCCACTGGCCGTGGTATC 627 


D R F L Q A A H A 


C R F W P T 


G R G I 209 


TACCACAATGAGAACAAGACCTTCTTGGTCTGGTGCAATGAGGAGGACCATCTCCGT 684 


Y H H E H K 


T F L V W 


C H E E D H L R 228 


CTCATCTCCATGCAGATGGGTGGTGACCTGAAGCAGGTGTACAAGAGGTTGGTGACC 741 
L I S M Q M G G D L K Q0 V Y K R L V T 247 
GCTGTCAACGACATTGAGAAGCGCATTCCCTTCTCCCACGATGACAGGCTTGGTTTC 798 


A V H D 


I E K R I P F 


S H D D R L G F 266 


TTGACTTTCTGCCCCACCAACTTGGGAARCCACCGTGCGTGCTTCCGTGCACATCAAG 855 


L T F 


T V R A S V H I K 285 


CTGCCCAAGCTGGCCGCCGACAAGGCCAAGCTGGAGGAGATCGCATCCAAGTACCAC 912 


L P K L A A D K A K L E E 


I A S K Y H 304 


CTGC AGGTGCGCGGAACCCGCGGCGAGCACACCGAGGCTGAGGGCGGCGTCTACGAC 969 


L 0 V R G T 


R G E H T 


E ñA E G G V Y D 323 


ATCTCCAACAAGAGGCGCATGGGTCTCACCGAGTACGACGCCGTCAAGGAGATGCAC 1026 


I S H K R R M G L 


T E Y D A V K E M H 342 


GATGGCATCGCTGAACTGATCAAAATTGAGAAGTCGCTGTAAATCGGTTAACGATCT 1083 


D G I A E L I K I 


E K S L 


* 355 


COCGTTATCAGTATTTTTTGTATTATTTATCGTITTCACGTAAGA ATTCATTGGA AG 1140 
TCGGATTGGTIGGGCCGGCAG ACGOGCACTAGTCAGCGCCCCOCGAGTGTGGCCGGCC 1197 
A&CGCAAGCGGCCCTATATACTGTITTICGTA AA &GTATITTCTATAAGGA A ATGG AA 1254 
A&ETARSAGACAGCTAGCGT TA AG ACC A A A A B, P Py A P Pi B, P P 555 ALAS AA AS ALAS AA AL A 1306 


图 2  HassAK 基因 的 cDNA 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 
Fig. 2 cDNA and the deduced amino acid sequences of HassAK gene 


:起 始 密码 子 Start codon; * : 终止 密码 子 Stop codon; ==: 酶 活性 中 心 氨基 酸 序 列 Amino acid sequence of enzyme active site; O: KAR 


Cysteine; — : polyA 加 尾 信 号 Polyadenylation signal domain. 
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一 致 性 越 高 ， 如实 夜 蛾 属 的 棉铃 虫 与 烟 夜 峨 首先 聚 ” (CPTNLGT) , 第 61 位 的 天 冬 氨 酸 (Asp) 和 第 192 
在 一 起 , 然后 依次 与 烟 车 夜 峨 和 甜菜 夜 蛾 共聚 一 DEBT AUR ( Arg) 高 度 保守 , 而且 CPTNLGT 是 AK 
文 , SEM X Bë Periplaneta americana 与 德国 小 归 ”的 活性 中 心 部 位 序列 ,其 中 第 270 位 的 半 胱 氨 酸 
Blattella germanica Pj = Wk H EG udi BELGA E— E (C)Æ AK 所 必需 的 酶 活性 位 点 , 第 61 位 的 天 冬 氟 
(图 4) Prosite 功能 序列 分 析 结 果 表 明 , 不 同 昆 虫 RSR 192 MA ART AJE R A T 
AK 扫 基 酸 序列 中 第 270 ~ 276 位 的 7 个 氨基 酸 2)。 










































































PameAK : ---------------------------------------- MVDAA SEK LEACENK LEAS : 40 
BgerAK : ---------------------------------------- MVDAA EKLEAGE A : 40 
:于 ANDIE K LE ACE A y: 40 
HarmAK : ---------------------------------------- MVDA, EKLER E E nM Ma, : 4D 
HvirAK : ---------------------------------------- NVDAAIBBKLEACBMKLBApsKSLLEKYLTREVE DIR : 40 
SemiLAR ç ———— sus MVDAAJBdE AGE AS Revers : 40 
PintAK : ---------------------------------------- MVDAAMSEKLEBCEEIKLAAS Ç ZK : $i: 40 
BmoriAK : ---------------------------------------- VASE AT 1:902 ACE SDSKSLLK V $/: 40 
DmelAK : MGLCASKDKKEKVIEGEVANGE PNGTATAAGAGGDGKODT MESE T. ADE (ey A198. E YLTRE: M: 80 
PameAK (TSF K. ea beke y Y VFAB Kis cDvisTBcNED PAG : 120 
BgerAK : K SFBBTLLDEIOS MENEIDSGVGIYAPDAERYS AD : AD ECNE i : 120 
HassAK : [$4 BrESTLLDErIOS ENMBSGVGIYAPDAERY /FAD KNW GD BGNED PAE : 119 
HarmAK  : | B BarLLD rose ge MBs cv GrA PDA EY I NEIN UI ECNE : 119 
HvirAK : |: "rr osc ENIBSGVGIYAPDAERY /FAB F KK SENI EGNBD PEG : 119 
SexiAK  : Wi Wd Md da i eb M uo ; KNW GD I: L t : 119 
PintAK  : B$: (et TLLDEIOScGHENINS CGVvGIYAPDAERYNE : HG K vier BcNIBD PAG : 119 
BmoriAK : P BrBBTLLDEIOS ENMBSGVGIYAPDAEE j 7 : KNWGDvisTBGNEBD PAG : 119 
DmelAK : FP TQR NES TELAH dT ASIE : 160 
PameAK : ST RVRCGR ane aa a LS Mr ELE Er M PLTCU CN 200 
BgerAK : IHESI Tete te Gr eie LKE PLT GurE 200 
HassAK : STRVRCCREMACY PFNPCLTE [orren LO 1i num 199 
HarmAK STRVRCGRBMEGY PFNPCLTEE r Sanz in LIDDHF LF KEGDRF LQAAN : 199 
HvirAK GARSO a ds mLS 昌 rz 时 ELKE FX PLTGMEKEMOOBLIDDHFLFKEGDRFLOAANAMEMBEE, 
SexiAK SM AC ^ MB d i LH HO Z Sa AME AMA : 199 
PintAK M "ELA Bur PLTcMEKEMOOBLIDDHFLFKEGDRFLOAAN MEER 
BmoriAK YPLTGMERKENMOODLIDDHFLFKEGDRFLOAANABMHEBTEIS 
DmelAK A9 de [^v [e] - pde) pe) da eh : 240 
PameAK 280 
BgerAK I M |" 1“ N ex - Am 一 e iS : 280 
HassAK : W ; 1 i ; id OMYE E ; a79 
HarmAK je "d É AVNBIEKRE a : 279 
HvirAK 279 
SexiAK I . A 279 
PintAK Sd MEA MEAE REM RAE A 32 H SY 279 
BmoriAK CREW PACRCIYHNENK TE LVWCEEDHLRÁT sol GBDL BON K 2 279 
DmelAK CREN PËCRCIYHNISAKTF LVWCHEEDHLRIST SMOACODL 320 
PameAK 357 

BgerAK : ADKARLEE 1 A : 35? 

HassAK : RW BDKARLEE u S S 5 t 5 OS 5 : 356 

HarmAK : REN ADKAK AM YRLOVRGTRGEHTEAEGGVYDISNKRRMGLTEMBAVKEMEDGI AAAI MES : 356 

HvirAK : RE a ARLEE A oveor Resnr eascovenr svnrnerr even ocr err ele a : 356 

SexiAK .: ABE Ed E f Ë : 356 

PintAK : KLEE vf : 356 

BmoriAK 356 

DmelAK 397 





图 3 HassAK 与 其 他 昆虫 AK 氨基 酸 序 列 的 多 重 联 配 
Fig. 3 Amino acid sequence alignment of HassAK with AKs from other insects 

黑色 阴影 表示 氮 基 酸 100% 同 源 , 灰色 表示 80% FW, 白色 表示 80% 以 下 同 源 。Amino acids with 100% identity are in black box and those with 
80% identity in grey box and with below 80% identity in white box. 精 氨 酸 激 酶 来 源 及 其 GenBank 登录 号 分 别 如 下 The origin of AKs and their 
GenBank accession numbers are as follows; HassAK ; 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta( HQ336337) ; HarmAK : 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( GU396008. 1) ; 
HvirAK; 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens( GU726905. 1) ; SexiAK: WHA IR Spodoptera exigua ( GQ379235. 1) ; PintAK; MEIE Plodia interpunctella 
( AJ315030. 1) ; BmoriAK: ZÆ Bombyx mori(FJO13046.1) ; AmeAK; 意大利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica ( NP. 0010116) ; SamAK; 美洲 沙漠 星 
Schistocerca americana ( AAC47830) ; PameAK ; PKH Periplaneta americana ( GU301882. 1) ; BgerAK : EJ it Blattella germanica ( GQ379235. 
1); DmelAK:; $H Riy Drosophila melanogaster( NM. 168313.2). F |E] The same below. 
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图 4 烟 夜 蛾 与 其 他 昆虫 AK 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 


Fig. 4 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of 


100 
100 


100 


AKs from Helicoverpa assulta and other insects 


2.3 WER AK 基因 在 幼虫 不 同 组 织 内 的 表达 

HassAK 基因 在 烟 夜 蛾 幼虫 不 同 组 织 内 的 表达 
结果 如 图 5 所 示 。 在 头 部 、 中 肠 、 脂 肪 体 、 体 壁 和 
REK, 该 基因 均 有 表达 , 其 中 在 腹 足 内 表达 量 最 
高 , 其 次 为 中 肠 , 而 在 其 他 组 织 内 的 表达 量 相 对 较 
少 , 可 能 与 腹 足 为 运动 的 主要 器 官 和 中 肠 为 消化 吸 
收 营养 的 主要 部 位 ,两 者 能 量 代谢 旺盛 有 关 。 


相对 表达 水 六 


Relative expression level 





HD MD FB CT LG 
组 织 Tissue 


图 5  HassAK 基因 在 烟 夜 蛾 幼虫 不 同 组 织 的 相对 表达 水 平 


Fig. 5 The relative expression level of HassAK gene in 


different tissues of Helicoverpa assulta larvae 
HD; 3.25 Head; MD; 中 肠 Midgut; FB: 脂肪 体 Fat body; CT; 体 壁 
Cuticle; LG; JÆ Abdominal legs. 柱 上 不 同 大 小 写字 母 分 别 表 示 在 
0.01 和 0.05 水 平 上 差异 显著 ; 下 图 同 。Different capital and lowercase 
letters above bars indicate significant difference at the 0. 01 and O. 05 


levels, respectively. The same for the following figures. 


2.4 AER AK 基因 在 不 同 发 育 时 期 的 表达 
HassAK 基因 在 不 同 发 育 时 期 烟 夜 蛾 脂肪 体 中 
的 相对 表达 量 如 图 6 所 示 。 在 4 龄 第 1 天 幼虫 脂肪 
体 中 的 表达 量 较 高 , 到 5 龄 脱皮 时 表达 量 大 幅度 降 
低 , TE 5 龄 幼虫 期 一 直 保持 在 较 低 水 平 ， 且 前 期 逐 
步 减 少 , 后 期 逐步 增加 。 进 入 预 晴 期 时 HassAK 基 
因 的 表达 量 达 到 最 高 峰 , 可 能 与 这 一 时 期 幼虫 器 官 
发 育 为 成 虫 器 官 的 剧烈 变化 有 关 。 化 晴 第 1 天 表达 


量 有 所 降低 , 但 仍 高 于 5 龄 幼虫 期 。 
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4-1 5M 5-] 5-2 5-3 5-4 5-5 PP p 
龄 期 Instar 
图 6  HassAK 基因 在 烟 夜 峨 不 同 发 育 时 期 的 相对 表达 水 平 


Fig. 6 The relative expression level of HassAK gene at 


different development stages of Helicoverpa assulta 

4-1: 4 龄 第 1 天 的 幼虫 1st day of 4th instar larva; SM: 5 54 H i RZ 
期 Molting stage of 5th instar larva; 5-1: 5 龄 第 1 天 的 幼虫 1st day of 
5th instar larva; 5-2; 5 龄 第 2 天 的 幼虫 2nd day of 5th instar larva; 5- 
3: 5 龄 第 3 天 的 幼虫 3rd day of 5th instar larva; 54: 5 龄 第 4 天 的 幼 
H 4th day of 5th instar larva; 5-5; 5 龄 第 5 天 的 幼虫 Sth day of 5th 
instar larva; PP; 预 肾 期 Pre-pupation stage; P-1: 第 1 天 的 师 1-d-old 
pupa. 


2.5 温度 对 烟 夜 蛾 AK 基因 表达 水 平 的 影响 

用 不 同 高 温 处 理 5 龄 第 2 天 的 烟 夜 蛾 幼虫 2 h， 
测定 脂肪 体 中 HassAK 基因 的 表达 量 , 结果 见 图 7。 
随 着 处 理 温 度 的 升 高 ，HassAK 基因 的 表达 量 逐 步 增 
JH, 温度 38Y 时 表达 量 达 到 高 峰 ，40% 时 有 所 下 
降 , 说 明 HassAK 基因 可 能 参与 烟 夜 峨 幼虫 抵御 高 
温 的 反应 。 


相对 表达 水 于 


Relative expression level 
SS 





28 30 32 35 38 40 


ARTE JE Treatment temperature (“C ) 
图 7 不 同 温 度 处 理 烟 夜 蛾 幼虫 2 h 后 
HassAK 基因 的 相对 表达 水 平 


Fig. 7 The relative expression level of HassAK gene in 


Helicoverpa assulta larvae after 2 h treatment with 


different temperatures 


在 4 低温 下 放置 5 龄 第 2 天 的 烟 夜 蛾 幼虫 ， 
测定 不 同 处 理 时 间 对 脂肪 体 中 HassAK 基因 表达 量 
的 影响 ,结果 见 图 8。 在 47 低温 条 件 下 ，Eoss4K 
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基因 的 表达 量 均 高 于 幼虫 生长 发 育 适 宜 温度 28 Ç 
时 的 表达 量 ， 而 且 随 着 低温 处 理 时 间 的 延长 ， 
HassAK 基因 的 表达 量 逐 渐 增 加 ,处理 2 h 时 达到 高 
峰 。 说 明 HassAK 基因 可 能 也 参与 烟 夜 峨 幼虫 抵御 
低温 的 过 程 。 


No 


expression level 


相对 表达 水 于 
O — Ñ Q Rt O - o 


Relative 
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图 8 4% 低温 处 理 烟 夜 蛾 幼虫 不 同时 间 后 
HassAK 基因 的 相对 表达 水 平 


Fig. 8 The relative expression level of HassAK gene in 


Helicoverpa assulta larvae treated with 
low temperature (4°C ) for different time 
CK; 28%. 


3 讨论 


精 氮 酸 激酶 是 昆虫 生命 活动 过 程 中 参与 能 量 代 
谢 的 关键 性 酶 , kL F PM H. WRA SSH. 
鲜 翅 目 、 双 荡 目 、 腊 翅 目 等 多 种 昆虫 中 得 到 证 实 
( Werr et al., 2009) 。 本 研究 采用 RT-PCR 和 RACE 
方法 , 元 隆 得 到 了 烟 夜 蛾 的 HassAK 基因 , 氨基 酸 序 
列 一 致 性 分 析 结 有 果 表 明 ，HassAK 的 氨基 酸 序列 与 
其 他 已 知 昆虫 精 氨 酸 激 酶 的 一 致 性 在 70% 以上, H 
功能 位 点 高 度 保守 (Brown et al., 2004) , 说 明 AK 
基因 的 功能 也 是 高 度 保守 的 。 利 用 灾 光 定量 PCR 
技术 测定 HassAK 基因 在 不 同 组 织 和 发 育 阶段 的 表 
达 情 况 , Hass4K 基因 在 烟 夜 蛾 幼虫 腹 足 和 中 肠 、 预 
肾 期 的 相对 表达 量 最 高 ,而 这 些 组 织 或 发 育 阶 段 能 
量 代 谢 较为 旺盛 , 说明 HassAK 基因 也 是 参与 烟 夜 
蛾 能 量 代 谢 的 重要 基因 。Kucharski 和 Maleszka 
(1998) 研究 意大利 蜜蜂 发 现 ，AK 基因 在 代谢 活 牙 
的 复眼 组 织 中 高 度 表达 ， 本 人 研究 也 获得 了 类 似 结 
Ak, HassAK 基因 在 烟 夜 蛾 头 部 高 度 表 达 ， MARE 
含 了 复眼 等 代谢 话 牙 的 需 官 。 用 Northern 印迹 法 研 
REM, AK 基因 在 家 盔 Bombyx mori 脂肪 体 中 有 较 
高 的 表达 ( 王 华 兵 和 徐 豫 松 ，2006 ) ， 而 本 研究 却 发 
现在 烟 夜 蛾 脂肪 体 中 的 表达 量 最 低 , 具体 原因 有 竺 
进一步 探 明 。 


精 氢 酸 激酶 的 活性 表达 会 受到 多 种 因素 的 影 
啊 。Pereira 等 (2003 ) 发 现 ，AK 基因 在 锥 体 虫 中 过 
量 表达 后 ,其 细胞 生命 活力 增强 , 可 明显 提高 锥 体 
虫 抵抗 不 良 营 养 和 pH 逆境 的 能 力 。 在 甲壳 动物 
"P, 精 妥 酸 激酶 是 受到 免疫 刺激 和 病毒 感染 后 变化 
最 为 明显 的 蛋 日 之 一 , 说 明 与 能 量 代 谢 有 关 的 酶 二 
接 或 间接 参与 相关 的 免疫 反应 (Yao et al., 2005; 
Wang et al., 2006) 。 本 研究 也 表明 , 不 仅 高 温 条 件 
能 够 诱导 HassAK 基因 的 表达 , 而 且 低温 同样 能 促 
进 其 表达 , 因此 认为 HassAK 基因 可 能 也 是 一 种 抗 
逆 相 关 基 因 。 

此 外 , BRRR, ASRASA RK 
的 严格 调控 ( 刘 永 杰 等 , 2007), 而 精 氨 酸 激 酶 可 能 
参与 昆虫 的 发 育 调控 (Jame and Collier, 1992) 。 果 
晶 暗 皮 激 素 分 沁 量 最 大 的 预 肾 期 是 AK 基因 表达 量 
最 大 的 时 期 (Jiang et al., 2000) , KÆ IRI BHA A 
皮 激 素 的 滴 度 变化 趋势 也 与 其 AK 基因 表达 变化 相 
一 致 , 推测 精 氨 酸 激 酶 受 应 答 赔 皮 激 素 的 早期 基因 
表达 的 调控 ( Muramatsu et al., 2008) 。 本 研究 也 发 
现 , 在 烟 夜 蛾 的 预 晴 期 HassAK 基因 的 表达 量 达 到 
最 高 峰 , 虽然 与 这 一 时 期 能 量 代 谢 旺盛 有 关 , 但 也 
不 排除 受 晓 皮 激 素 的 调控 , 有 待 进一步 研究 烟 夜 蛾 
赔 皮 激 素 的 滴 度 变化 予以 验证 。 目 前 对 甲壳 动物 精 
损 酸 激酶 的 分 子 构象 、 序 列 特征 、 特 异 表 达 、 生 物 
学 功能 和 分 子 结构 与 功能 之 间 的 关系 等 已 有 较 多 的 
研究 ( 姚 某 弯 等 ,2008) ,可 以 借鉴 相关 的 研究 方 
法 , 开展 烟 夜 蛾 精 氨 酸 激酶 的 分 子 结构 、 生 理 功 能 
和 作用 机 理 等 方面 的 深入 人 研究 。 

精 损 酸 激酶 有 可 能 成 为 新 的 害虫 控制 靶 标 。 用 
RNAi 技术 将 黄 曲 条 跳 甲 Phyllotreta striolata 体内 
AK 基因 敲 除 ,可 以 破坏 其 能 量 代 谢 途 径 ， 导致 黄 
曲 条 跳 甲 生育 力 下 降 和 死亡 (Zhao et al., 2008) 。 
研究 刀 豆 氨 酸 和 D-26 ARIK UU] WE Ya S8 B2 4 Bi 
的 调节 作用 发 现 , D- 精 氨 酸 能 够 抑制 精 氨 酸 激 酶 的 
活性 , 可 以 作为 精 氨 酸 的 苋 争 性 抑制 剂 用 于 乙 蜂 的 
防治 (Brown and Grossman, 2004), L-J EARE 
一 种 有 毒 的 化 感 物质 , 大量 研究 表明 , 该 物质 可 以 
抑制 烟草 天 蛾 幼虫 的 发 育 ,， 延缓 或 扰乱 幼虫 化 晴 和 
成 虫 羽化 ( Rosenthal, 2001) , ， 而 烟 夜 峨 和 烟草 天 蛾 
均 是 荔 科 植物 的 重要 害虫 ,L- 刀 豆 氮 酸 是 否 可 以 用 
于 烟 夜 蛾 的 防治 也 值得 进行 探讨 。 
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